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摘   要 
 
生物大分子的核质转运是由受体 importin β 蛋白家族成员介导完成的。
importin 13(imp13，或者 lgl2、IPO13)是 importinβ蛋白家族的一个成员, 它的表
达和功能是受发育调节。Northern Blot 和免疫组化实验均表明 IPO13 在脑的表达
水平比其他组织都高。imp13 是目前所知的哺乳动物细胞中唯一具有双向转运功
能的受体蛋白。 
为了进一步研究 imp13 的功能，在本研究中，我们用羧基末端 imp 13（amino 
acid 307-963）（C-imp13）作为诱饵蛋白，用酵母双杂交系统筛选人胚胎脑 cDNA
文库中能够与其相互作用的蛋白，发现 Arx 蛋白质能与羧基末端 imp 13 相互作
用。为了确定这个相互作用,我们构建了能表达带有 GST 和 His6标签的全长 Arx
的原核表达质粒。通过 GST pull-down 和免疫共沉淀实验，我们发现，像 C 端
Arx 与 imp13 相互作用一样,全长 Arx 也能与 imp13（外源和内源）相互作用。由
于 imp13 能够与 Arx 相互作用,我们推测 Arx 有可能是 imp13 的入核底物。 
Arx (Aristaless-related homeobox)蛋白是成对同源结构域蛋白家族的一个成
员。ARX 基因的突变和多种 X－连锁的疾病有关。研究发现 Arx 对前脑，胰腺
和睾丸的发育起重要作用。为了进一步研究 Arx 蛋白的功能，我们构建了表达
Arx-GST 融合蛋白质的表达载体 pGEX4T2-F-Arx。F-Arx 蛋白纯化后做抗原，免





















Nulceocytoplasmic transport of macromolecules is mediated by soluble transport 
receptors, namely importin β superfamily proteins. Importin 13 (Imp13, also known 
as lgl2 、IPO13),is a member of the importin β superfamily, Its expression and 
function are developmentally regulated.Both Northern Blot analysis and microarray 
analysis show that the expression level is higher in the brain than in other tissues. 
To study the function of imp13, we attempted to identify its interacting proteins 
from a human fetal brain cDNA library by Yeast Two-Hybrid screening using 
C-imp13（amino acid 307-963）as the bait.We found that Arx protein can interact with 
C-imp13. To confirm this interaction, we expressed full-length of mouse Arx tagged 
with either His6 or GST in bacteria. Like the interaction of the C-terminal Arx 
fragment with imp13 ,full-length Arx binds imp 13 as judged by GST-pull down 
assays. Equivalent observations were made by co-immunoprecipitation assays. Since 
both endogenous imp13 and overexpressed imp13 bind Arx, we suggest that Arx is an 
imp13 import cargo. 
The Arx protein (Aristaless-related homeobox) is a member of the paired class of 
homeoproteins. ARX gene mutations are related with many X-chromosome linked 
disorders. Many research has indicated that it is crucial for its functions in forebrain, 
pancreases and testes development. To study the function of Arx protein, we construct 
a vector called pGEX4T2-F-Arx which can express the fused protein GST-Arx. By 
immunizing rabbits with the purified recombinant protein,antiserum was obtain.After 






































Fig 1.1 Scheme of nucleocytoplasmic transport mediated by transportin 


















今为止，在人类细胞中发现超过 20 个成员，酵母细胞中大约 14 个[76]。这些家
族成员在功能上保守，在蛋白质序列上具有较低的相似性；分子量大约 95-145 
kDa 之间； 结构上都具有保守的 N 端 Ran 结合结构域（IBN_N Domain）和多
个( ~20)HEAT Repeats 结构域(Swiss-Prot 数据库)。HEAT (Huntingtin, Elongation 
factor 3, the regulatory Asubunit of protein phosphatase 2A and TOR1)是由连续重
复的 37-46 个氨基酸组成的一种螺旋形棒状结构单元。而 HEAT Repeats 由多个
这样的单元叠加形成具有延展性的超螺旋，可以通过构象改变为相互作用的蛋
白质提供丰富的结合位点。通过这种特殊的结构，importin β 家族成员可以使
用 C 端结合底物(cargo)[3] 或接头蛋白(adaptor) [4]，N 端结合 RanGTP [5]，中部
结合核孔蛋白(Nups)[6，从而将底物带入或带出细胞核。 
 
1.1.2  importin13的结构与功能的介绍 
在研究肺器官发育的分子机理时, 加拿大McGill大学Kaplan实验室得到长






 imp13 作为 importin β家族成员，转运蛋白质进出细胞核是其重要的生物
学功能。关于 imp13 的转运底物的报道近年来不断涌现，imp13 的转运特性也
逐渐为人所知，有文献报道 Pax6（paired homeodomain transcription factor Pax6）
由 Karyopherin β家族成员 Kap13(imp13)转运入核 [8]。PAX 基因是一个编码转
录因子的发育控制基因的超家族，也是一类进化上高度保守的基因家族,普遍存
在于从果蝇到人类的各种动物体内, 基因家族成员都含包括 128 个氨基酸的成
对结构域,并通过这个结构使蛋白与 DNA 结合。有文献报道在酵母双杂交中
Pax6 被认为是 imp13 的识别底物。体外 GST-pull down 和体内的免疫共沉淀都
验证了 Pax6 和 imp13 之间的直接相互作用，洋地黄皂苷通透细胞膜试验证明
















(aa208-214 和 aa 261-267)缺失后 imp13 和 Pax6 之间的作用力减弱。成对同源
家族有 20 多个成员，所有成员都包含类似于 Pax6 的 NLS，因此都有可能被
imp13 转运入核。实验也证明了同一家族成员 Pax3,Crx 都能被 imp13 识别并被
其转运入核[8]。 
有文献相继报道 imp13 是 SUMO-1/sentrin 连接酶 Ubc9 的入核转运受体，
除此之外 imp13 也是 mgn(果蝇胚胎发育重要蛋白 mago nashi 的人类同源蛋白)
和 Rbm8（mgn 和 mRNA 之间的桥接蛋白）的入核转运受体，并且 imp13 与
Rbm8-Mgn 二聚体中的 Rbm8 直接作用,而且还发现 imp13 是转录起始因子
eIF1A 的核输出受体[17][51]。Ubc9 和 Rbm8 都不含经典的入核序列（NLS），
Rbm8 序列中含有两段富含带电荷的氨基酸基序，但它们相距 100 个氨基酸，
所以无法形成经典 NLS 序列。推测这些氨基酸序列的三维结构可能形成类似
于 NLS 的序列，或者这些蛋白可能结合于 imp13 的不同位点上[9]。 
还有人报道 imp13 可以介导转录激活因子 NF-Y 的二个亚基 NF-YB 与
NF-YC 形成的二聚体转运入核。NF-Y 由 NF-A，NF-YB 和 NF-YC 组成的异源
三聚体，NF-A 可以直接结合 importin β而被转运入核，而 NF-YB 和 NF-YC 都
不能以单体的形式进行核输入，只有通过其保守的组蛋白折叠结构域(HFM)形
成二聚体，才能被 imp13 识别并转运入核。这是由于单体的 NF-YB 或 NF-YC







已知目前有报道的 imp13 入核底物有：SUMO-1 连接酶 hUBC9、RNA 结
合模体蛋白 Rbm8 和 Mgn 复合物[14][15]、调控发育因子 Pax3、Pax6[16]，转录激



























1.2  Arx的研究进展 
1.2.1  ARX基因和Arx蛋白 
1.2.1.1 ARX基因的发现  











。研究发现 ARX 对前脑，胰腺和睾丸的发育起重要作用。 
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